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Role B-podjednotky komplexu asociovaného s nascentnim polypeptidem (NAC) pti odpoveédi
husenic¢ku rolniho na riizné abiotické stresy

Cile prace

Cile prace jsou velmi jasné formulované, cilem bylo zjistit, zda pfitomnost podjednotky
NACP ovliviiuje piekonavani osmotického stresu semenackd, zjistit, jak se méni pii stresu
exprese NAC genil a prokazat jejich chaperonovou aktivitu. Prace ma stanovenu hypotézu
(zejména v cili 1), ktera je testovana, nejsou tedy pouze provadény experimenty bez
apriornich predpokladu.

Struktura (¢lenéni) prace

Rozsah prace je 83 stran (70 stran vlastni prace, z toho 13 stran literarniho piehledu)
Nechybi anglicky 1 Cesky abstrakt vEetné kli¢ovych slov a vSechny dalsi naleZitosti
diplomové préce.

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)

Formadlni uroven je obecné velmi dobra, dovolim si jen marginalni kritiku bezpatkového
fontu v obsahu, v ¢islovani stranek a v tabulkach, vyskyt mnohocetné citace ve dvou
zavorkéch za sebou misto sdruzené do jedné, graf 3 rozdéleny na dvé stranky s popiskem
pouze na jedné a odsazovani odstavcl po nadpise, které se v profesionalni typografii
nepraktikuje. Obecné vSak chvalim spravné psani jednotek zejména mezer pred symbolem %
a °C.

Logicka stavba a jazykova uroven prace

Préce je psdna nadstandardné srozumitelné, text je velmi dobte logicky ¢lenén a ukazuje, ze
autor ma nadani pro psani odbornych texti. Chvalim snahu o ¢istotu ceského jazyka, kdy se
autor vyhyba anglicismiim a hleda ¢eské ekvivalenty. Nicméné¢ tieba k obratu ,,nadexprese*
mam pon¢kud vyhradu, nebot’ je slucovano cizi slovo s ¢eskou ptedponou. Z podobného
divodu bych doporucoval vyvarovat se tvarim ,,vysterilizovany*, ,,vyextrahovany*,
,hapipetovany*, kdy se jedna opét nevhodné miseni ciziho kotene s ¢eskou piedponou, ktera
v tomto ptipad€ nepiidava novy vyznamu. TaktéZz upozornuji na obrat ,,proteiny vazici se
na‘“, kdy spravné je tvar ,proteiny vazajici se na“.

Literarni piehled:

Literarni Givod je podrobny a za¢ind obecnym popisem mechanismil translace, ¢imz je prace
dobi'e uvedena i pro nezasvécené ¢tenare. Je psan srozumitelné a ¢tive. Tyka se vyhradné
NAC proteinti, mohla vSak byt i pfipojena kapitola o holddzovych a folddzovych testech,
které jsou piedstaveny az v sekci vysledkové.

Material a metody:

Z cilt prace (sledovani odpovédi rostlin modifikovanych v NACP na stres a méfeni exprese)
by se mohlo zdat, ze prace bude vyuzivat pomérné trividlni metody, nicméné tieti cil,
stanoveni holdazové aktivity, zahrnuje GodenBraid klonovani, transformaci bakterii a rostlin,
purifikaci proteind a dalsi velmi pracné metody, ¢imz se stava Sife metod pouzitych v praci
velmi uctyhodnou. Jejich dokumentace je velice peclivd, jsou popsany pln¢ reproducibilné.
K popisu metodiky mam jen drobné pfipominky, naptiklad chybi zminka o excitaci u
fluorescen¢ni binolupy, chybi tidaje o vyrobci a katalogovém cisle u enzymu a pufrti pro
PCR (kde je to dulezitéjsi, nez tteba u NaCl), v sekci o PCR z genomické DNA chybi odkaz




na primery.

V popisu vysevi je uvedeno, Ze bylo provedeno napt. 5 opakovani vysevi, chybi vSak byt
explicitni Gdaj, kolik bylo nasazovéano jednotlivych nasazenych misek.

Ve vysevovém pokusu byl volen komplexni faktorialni design, kdy byl na nékolika
genotypech sledovan vliv riznych koncentraci oSetieni v casové fadé. Ackoliv se jedna o
¢asto pouzivany design v experimentalni biologii rostlin, jeho aplikace je ponékud zradné —
je netrividlnim tkolem. Zde zvoleny pfistup zaloZeny na dil¢ich jednovybérovych testech
ANOVA vede ke zbyte¢n¢ pesimistickym vysledkiim, nebot’ nemiize zohlednit generalni
trendy, které jsou v systému. Navic pfi aplikaci analyzy variance na pocetni data (kli¢ivost)
se bere v uvahu jako N pouze pocet opakovani vysevu (tedy napt. 5), nikoliv pocty
sledovanych rostlin (stovky) a pokud nebyla provedena transformace dat, je zde i vysoké
riziko, Ze byly poruseny pozadavky na homogenitu rozptylli, nebot’ v pfipad¢ propor¢nich dat
variabilita naptiklad pti 90% a 50% klic¢ivosti se musi v principu liSit. Vhodnéj$im pfistupem
by dle mého nazoru byla logisticka regrese (Cili zobecnény linedrni model s binomickym
rozdélenim) a konstrukce viceparametrového modelu (€as, koncentrace genotyp), kdy
replikace by byla zahrnuta jako ndhodny efekt.

Experimentalni ¢ast:

Vysledkova ¢ast je popsana taktéz velmi srozumitelné a ¢tive, vzdy je nastinén design
experimentu a poté predstaveny vysledky. Jejich prezentace je velmi solidni, akorat v grafu 1
chybi zminka o vyznamu zde uvedenych chybovych usecek a v grafu 2 chybi informace o
variabilité mezi replikacemi uplné.

Osobné bych doporucoval misto sloupcovych grafii pouzivat box-ploty ¢i violin-ploty se
znazornénim jednotlivych datovych bodu (to zejména u expresnich dat, kde je N velmi
malé). U grafli trendli na ¢asové ose by bylo idedlni prezentovat jednotlivé body a trend
fitovany statistickou analyzou véetné konfiden¢nich intervald.

V holdazovém textu je pro kazdé opakovani ukdzana pouze jedna sada bodl, mohlo by byt
explicitné zminéno, ze bylo provedeno pouze jedno opakovani. V této situaci je nemozné
zhodnotit variabilitu méfeni a diskutovat, jestli sledovany trend mezi variantami neni dan jen
nahodou.

Celkov¢ vsak musim konstatovat, ze mnozstvi odvedené prace je zcela nadstandardni pro
diplomovou praci.

Diskuze:
Diskuze je velmi kvalitni, hodnoti pfi¢iny neuspéchu experimentl, navrhuje dalsi cesty
vyzkumu a veSkeré vysledky porovndva s literaturou.

Zavéry (Souhrn):
Préace obsahuje vystizné zavére¢né shrnuti odpovidajici dosazenym vysledkiim.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

V praci byly vrchovaté splnény cile v mife hodné diplomové prace. Autor si spésSné osvojil
celou paletu molekularné-biologickych metod, velmi peclivé je popsal v praci a diskutoval
uspesnost jejich provedeni. Primarni zamér experiment sice nebyl kompletné splnén, v
diskuzi je v§ak netspéch peclivé rozebran a zejména u testu holdazové aktivity je Sance na
budouci optimalizaci metody.

Réd bych vyzdvihl odvahu, kdy autor realizoval komplexni molekularné-biologicky protokol
od klonovani po purifikaci proteinti s védomim, ze jeho findlni ispéSnost zavisi na jediném
biochemickém testu, ktery nebyl doposud na pracovisti etablovan. Na tomto misté by mozna
bylo vhodné jiz do prvotniho designu zainkorporovat paralelni experimenty, kdy by
napfiklad pfipravené konstrukty mohly slouzit k hledani interaktorti pomoci co-
imunoprecipitace a MS/MS analyzy.




Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):
1) Jaké je stari divergence obou rostlinnych homologi NACR?

2) Pokud je u Archaea tvoten komplex pouze homodimerem z alfa-podjednotek, existuje
evoluéni ptibuznost mezi alfa a beta podjednotkou?

3) Hraje NAC roli i u proteinil, které nemaji signalni peptid, naptiklad n€které
transmembranové peptidy? Jak funguje v tomto ptipadé navedeni proteinti do ER?

4) Jaky mechanismus ptisobeni osmotického stresu na destabilizaci proteint predpokladate
na molekularni trovni?

5) Pro€ nebyly ve vysevovém experimentu pouzity ¢tvercové misky?

6) Chapu dobte, Ze overexpresni konstrukty byly vytvoteny na pozadi WT, nikoliv piislu§né
T-DNA mutace?

7) Absence pozitivniho efektu overexprese NAC proteintl je vysvétlovana moznosti umlceni,
potvrzuji ji vSak data z qPCR?

8) Neuvazovali jste exprimovat protein metodou infiltrace do tabdkovych listt? Jaka by byly
ptipadné vyhody/nevyhody?

9) Jak si vysvétlujete masivni pokles absorbance v holdazovém testu u GroEl v poslednim
Case?

10) Jaky je ndzor autora/tymu na EtBr, od kterého bylo na KEBR upusténo pted cca 15 lety
ve prospéch GelRed?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude souc¢ésti zvefejnénych informaci)

<] vyborn& (1) | |velmi dobie (2) | |dobie (3) | |nevyhovél/a (4)
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